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Deteccion de anticuerpos séricos de influenza aviar tipo A,
enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa y
laringotraqueitis infecciosa en aves acuaticas silvestres de tres
lagunas andinas del Ecuador

Detection of serum antibodies of avian influenza type A, Newcastle
disease, avian bronchitis and laryngotracheitis in wild
aquatic birds of three Andean lagoons of Ecuador
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la presencia de anticuerpos séricos frente a
cuatro patogenos respiratorios (influenza aviar [Al], enfermedad de Newcastle [NDV],
bronquitis infecciosa aviar [IBV] y laringotraqueitis infecciosa aviar [ILT V]) que podrian
afectar a las aves acuaticas migratorias y residentes de tres lagunas altoandinas del
Ecuador. Se colectaron 153 muestras de sangre de aves de siete especies en las lagunas
andinas de Colta, Yambo y Yahuarcocha. La presencia de anticuerpos (Ac) contra IBV e
ILTV se detectd por un ELISA indirecto (ELISAI) y por la prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion (HI); para NDV e influenza aviar (HSN1y H7N3) se us6 un ELISAc e
HI. La seropositividad a NDV fue de 3.2% (5/153), habiendo tres casos en Yahuarcocha
en el cormoran neotropical (Phalacrocorax brasilianus), un caso en Colta en la focha
andina (Fulica ardesiaca) y uno en Yambo en el pato rojizo andino (Oxyura ferruginea).
La seropositividad contra Al fue de 13% (20/153), mayormente en el pato rojizo andino y
el zambullidor plateado (Podicceps occipitalis) en Colta, y en el anade piquiamarillo
(Anas georgica), focha andina y pato rojizo andino en Yambo. Asimismo, se encontrd Ac
séricos contra IBV en dos cormoranes en Yahuarcocha. No se encontraron anticuerpos
contraILTV.
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Lagos Andinos

! Unidad de Estudios de la Vida Silvestre, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Central del Ecuador, Ecuador

? Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario del Ecuador (AGROCALIDAD), Tumbaco, Quito,
Ecuador

3 E-mail: nluzuriaga@uce.edu.ec

Financiamiento: Programa de Proyectos Avanzados- Universidad Central del Ecuador- Proyecto N° 42

Recibido: 12 de septiembre de 2018
Aceptado para publicacion: 20 de abril de 2019

1283



N. Luzuriaga et al.

The aim of this study was to determine the presence of serum antibodies against four
respiratory pathogens (avian influenza [Al], Newcastle disease [NDV], avian infectious
bronchitis [IBV] and avian infectious laryngotracheitis [ILT]) that could affect migratory
aquatic and resident birds of three high Andean lagoons of Ecuador. Blood samples
(n=153) were collected from birds of seven species in the Andean lagoons of Colta,
Yambo and Yahuarcocha. The presence of antibodies (Ab) against IBV and ILT was
detected by an indirect ELISA (ELISAI1) and by the haemagglutination inhibition test
(HI); and NDV and avian influenza (HSN1 and H7N3) were detected by an ELISAc and HI.
Seropositivity to NDV was 3.2% (5/153), with three cases in Yahuarcocha in the Neotropical
cormorant (Phalacrocorax brasilianus), one case in Colta in the Andean coot (Fulica
ardesiaca) and one in Yambo in the Andean reddish duck (Oxyura ferruginea). The
seropositivity against Al was 13% (20/153), mainly in the Andean reddish duck and the
Southern silvery grebe (Podicceps occipitalis) in Colta, and in the yellow-billed pintail
(Anas georgica), Andean coot and Andean reddish duck in Yambo. Likewise, serum Ab
was found against IBV in two cormorants in Yahuarcocha. No antibodies against ILT
were found.

Key words: antibodies; waterbirds; avian bronchitis; avian influenza virus; Newcastle

disease; Andean Lagoons

INTRODUCCION

Las aves silvestres son consideradas
reservorios o dispersores de patdogenos
bacterianos o virales, tales como el Paramixo-
virus de tipo 1 (Enfermedad de Newcastle-
NDV) e Influenza Aviar (Al) de tipo A, que
pueden provocar elevadas tasas de mortali-
dad y morbilidad en aves domésticas. Gene-
ralmente, las aves silvestres y de traspatio
adultas suelen ser portadoras asintomaticas
de NDV de baja patogenicidad (Elmberg et
al., 2017); sin embargo, un eventual brote
puede afectar negativamente la estructura de
las poblaciones, ya que incrementaria la mor-
talidad en los individuos jovenes reduciendo
la probabilidad de recambio en la poblacion.
Por ejemplo, en la epizootia de 1999 de los
Cormoranes de Doble Cresta (Phalacro-
corax auritus) en Estados Unidos se estimo
una mortalidad de 5000 individuos jovenes
(Glaser et al., 1999; Allison et al., 2005; Diel
et al., 2012a).
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El contagio de los agentes virales entre
aves silvestres y domésticas puede estar fa-
cilitado por factores de orden ecologico (cam-
bio climatico, alteracion del habitat);
inmunoldgico o bioldgico (susceptibilidad de
las especies, adaptacion de los patdgenos,
contacto con aves infectadas) (Bender et al.,
2006; Nallar et al., 2016a). Las evidencias
cientificas muestran que el habitat y la sus-
ceptibilidad de la especie juegan un rol muy
importante; por ejemplo, NDV (Genotipo V)
ha sido aislado en aves silvestres (gaviotas,
cormoranes y palomas) y aves domésticas
(pollos y pavos) de un mismo sector (Diel et
al.,2012a), y, en forma similar, mediante téc-
nicas moleculares se ha determinado que los
patos migratorios transportan el virus de Al y
contagian a las aves domésticas cercanas a
los sitios de migracion (Jeong et al., 2014).

A nivel de grupos y especies, las aves
del orden de los Pelicaniformes (garzas, peli-
canos e ibis) y de la familia Scolopacidae
(Cormoranes y Vuelvepiedras) son sensibles
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Figura 1. Localizacion geografica de la zona de estudio. Presencia de anticuerpos séricos en

aves acuaticas silvestres. 2017-2018

a la infeccion por Coronavirus (CoVs), den-
tro de la cual se encuentra la Bronquitis In-
fecciosa Aviar (IBV) (Jordan et al., 2015),
asi como también las aves comerciales y de
traspatio (Villarreal et al., 2010).
Adicionalmente, especies del orden de las
Anseriformes (patos y gansos) y
Caradriformes (gaviotas, playeros y otros) han
sido identificados como potenciales
reservorios y diseminadores del virus de In-
fluenza A (Brown et al., 2010) debido al alto
riesgo de dispersion por los movimientos
migratorios caracteristicos de estas especies.
Por ejemplo, se ha determinado que el anade
real (Anas platyrhynchos) que migra desde
los sitios de reproduccion de Norte América
hacia las regiones tropicales puede alcanzar
tasas de prevalencia superiores al 10% en
los sitios de migracion (Hanson et al., 2005;
Gonzalez-Reiche et al., 2012), incrementado
asi el riesgo de contagio hacia las aves resi-
dentes domésticas o de produccion masiva.
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No se dispone de aproximaciones que
permitan identificar la posible circulacion de
virus asociados a las aves acudticas de los
lagos y lagunas andinas y dada la gran diver-
sidad de aves residentes y migratorias
(Guevara et al., 2012) es importante realizar
estudios dirigidos que permitan diagnosticar
patogenos virales de interés para la salud
publica y animal. El objetivo de este estudio
fue determinar la presencia de anticuerpos
séricos frente a cuatro patdégenos respirato-
rios que podrian afectar a las aves acuaticas
migratorias y residentes de tres lagunas
altoandinas del Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de Estudio

La laguna Yahuarcocha se encuentra
ubicada en la provincia de Imbabura, canton-
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Ibarra, a 2194 msnm, en la Latitud: -0.37644

y Longitud: -78.11068. La Laguna de Yambo
se encuentra ubicada en la provincia de
Cotopaxi, canton Salcedo, a 2681 msnm, en
la Latitud: -1.09678 y Longitud: -78.58790.
La Laguna de Colta se encuentra ubicada
en la provincia de Chimborazo, canton Colta,
a3320 msnm, en la Latitud: -1.72513 y Lon-
gitud: -78.76014 (Figura 1).

Coleccion de Muestras

Entre octubre-diciembre de 2017 y ene-
ro-marzo de 2018 se colectaron 153 mues-
tras de siete especies de aves acuaticas. Las
aves no presentaban sintomatologia clinica
compatible con las enfermedades motivo de
la investigacion (Cuadro 1). Todas las captu-
ras se realizaron en sitios de dormideros, du-
rante la noche, utilizando trampa de red y dis-
traccion luminosa. Se tomo una muestra de
sangre con una jeringa de insulina de la vena
braquial o alar (1 ml) y se hizo un hisopado
cloacal que fue almacenado y conservado en
congelacion en medio de transporte estéril
de tampon fosfato salino o buffer fosfato
salino (PBS). La muestra sanguinea fue co-
locada en tubos estériles de 10 ml, sin
anticoagulante. El suero fue colectado por
centrifugacion luego de 8 a 12 h de coagula-
cion y se almaceno a -20 °C para posteriores
analisis serologicos, acorde a lo recomenda-
do por Gonzalez-Acuiia et al. (2012).

Analisis de Laboratorio

Todos los procedimientos han sido de-
sarrollados acorde a las normas técnicas del
Manual Terrestre de la Organizacion Mun-
dial de Sanidad Animal para el Diagnostico
de Enfermedades (OIE, 2013).

Influenza Aviar Tipo A

La presencia de anticuerpos especifi-
cos contra Al se determin6 mediante la prueba
ELISA competitivo utilizando el estuche co-
mercial Influenza Virus Antibody Test Kit
(IDvet Laboratories, Westbrook, USA) si-
guiendo las recomendaciones del fabricante.
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Las muestras que resultaron positivas a esta
prueba fueron analizadas a través de la prue-
ba de inhibicion de hemaglutinacion utilizan-
do como control las cepas inactivadas HSN1
y H7N3 a una dilucion de 1: 256, suspendidas
en 1 ml de agua destilada y a 4 °C (National
Veterinary Services Laboratories, New York,
USA) (Conrad et al., 2018).

Enfermedad de Newcastle

Los anticuerpos contra el NDV fueron
analizados a través de la prueba de inhibicion
de hemaglutinacion, para la cual se us6 como
control el antigeno NDV auna dilucion 1:128
suspendido en agua destilada a -20 °C (La-
boratorio  de Sanidad  Animal
[AGROCALIDAD], Quito, Ecuador)
(Conrad et al., 2018).

Brongquitis Aviar Infecciosa

La presencia de anticuerpos especifi-
cos contra IBV se determind mediante la
prueba ELISA indirecto utilizando el estuche
comercial ID Screen® Infectious Bronchitis
Virus Indirect (IDvet Laboratories,
Westbrook, USA). Los valores fueron consi-
derados positivos con titulos superiores a 690
(Cérdoba et al., 2015)

Laringotraqueitis

Para detectar la presencia de
anticuerpos contra laringotraqueitis infeccio-
saaviar (ILTV) se realizo la prueba de ELISA
indirecto, utilizando el estuche comercial ID
Screen® ILT Indirect (IDvet Laboratories,
Westbrook, USA) (Alvarez et al., 2009).

Inhibicién de Hemaglutinacion (HI)

Los antigenos utilizados en esta prueba
fueron ajustados para una concentracion de
4 UHA (unidades hemaglutinantes) en una
solucion tamponada (PBS). Los controles de
influenza aviar fueron adquiridos en el Labo-
ratorio Nacional de Servicios Veterinarios —
NVSL —, Ames, EEUU) del USDA-APHIS
(United States Department of Agriculture,

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(3): 1283-1291



Deteccion de anticuerpos séricos en aves acuaticas silvestres en Ecuador

Animal and Plant Health Inspection Service),
mientras que el control para ENC fue pro-
porcionado por la Agencia de Regulacion y
Control Fito y Zoosanitario del Ecuador.

Previo a la prueba, el suero sanguineo
fue tratado con métodos fisicos (calor) o qui-
micos (enzimas) con el fin de destruir los
inhibidores inespecificos presentes (Gonzalez-
Acufa et al., 2012). Posteriormente, se dis-
pensaron 25 pl de PBS en todos los pocillos
de laplaca, se adicionaron 25 pul de suero san-
guineo en el primer pocillo, y se realizaron
diluciones seriadas del mismo a través de los
siete pocillos. Ademas, se afiadieron 25 pl del
antigeno (NDV o H5N1, H7N3) en todos los
pocillos y la placa fue incubada por 30 minu-
tos a temperatura ambiente. Finalmente, se
adicionaron 50 pl de suspension de eritrocitos
(GR) al 0.5% en cada pocillo.

La lectura se realizé cuando los globu-
los rojos control sedimentaron en el fondo del
pozo, aproximadamente a los 20-30 minutos.
La inhibicion de hemaglutinacion (punto rojo)
desde la dilucion 1/16 en la placa se conside-
10 positiva para anticuerpos contra NDV e
Al como indica el Manual Terrestre de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal para
el Diagnostico de Enfermedades (OIE, 2013;
STEAR, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 153 muestras analizadas, 20
(14%) presentaron anticuerpos contra el vi-
rus de la Influenza Aviar del tipo A (Al), 2
(1.4%) contra el virus de la bronquitis aviar
(IBV) y 4 (2.8%) contra el virus de
Newcastle (NDV) (Cuadro 1). El mayor nu-
mero de aves seropositivas a las tres enfer-
medades se encontraron en Colta, siendo
12/20 de individuos seropositivos a influenza
tipo Ay Y4 de individuos seropositivos a NDV.
En segundo lugar estuvo Yambo con 6/20 de
individuos seropositivos a Al, mientras que
Yahuarcocha presentd 2/4 de casos
seropositivos para NDV y 2/2 para IBV.
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Por especies, el pato rojizo andino
(Oxyura ferruginea) present6 el mayor por-
centaje de seropositividad a anticuerpos con-
tra Al (85%, 17/20), seguido por el zambulli-
dor plateado (Podicceps occipitalis) (10%,
2/20) y por la focha andina (Fulica ardesiaca)
(0.5%, 1/20). Ademas, se¢ obtuvieron
anticuerpos contra NDV en el cormoran
neotropical (Phalacrocorax brasilianus)
(50%, 2/4), focha andina (25%, 1/4) y en el
pato rojizo andino (1/4). Adicionalmente,
anticuerpos contra IBV fueron detectados en
dos cormoranes (2/2) (Cuadros 1y 2).

Los resultados de la prueba de ELISA
indirecto (ELISA-i) para IBV determinaron
titulos de 1215 y 1318 con una densidad opti-
ca de 0.214 y 0.226, respectivamente, para
los dos cormoranes, siendo considerados
como positivos de acuerdo con los valores de
referencia (Cérdoba et al., 2015).

Adicionalmente, la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacion para NDV mostr6 que
dos cormoranes y un pato rojizo andino pre-
sentaron titulos de 1:16 y un cormoran y una
focha andina presentaron un titulo de 1:64
(Cuadro 3), siendo en ambos casos conside-
rados positivos de acuerdo con el valor de
referencia establecido por la OIE que deter-
mina que sueros con una titulacion igual o
mayor a 1:16 son positivos (OIE, 2004). Nin-
guna muestra presentd anticuerpos séricos
contra laringotraqueitis infecciosa aviar.

Los resultados muestran que el
cormoran neotropical (Phalacrocorax
brasilianus) es portador de anticuerpos para
NDV con 8.33% (2/24) y IBV con 12.5%
(3/24). Por el contrario, ninguna de las otras
especies fueron portadoras de anticuerpos
contra estos virus.

Los resultados de la investigacion mues-
tran la susceptibilidad de cuatro especies de
aves comunes de los lagos andinos a infec-
ciones por virus respiratorios. Entre estas
especies, las de la familia Anatidae y
Podicepedidae presentan anticuerpos contra
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Cuadro 1. Presencia de anticuerpos séricos contra influenza aviar de tipo A (Al), bronquitis
aviar infecciosa (IBV) y enfermedad de Newcastle (NDV) en aves acudticas
silvestres de tres lagunas altoandinas del Ecuador

Influenza Bronqultls Enfermedad de
Total Y aviar
2 Aves (n) Aviar tipo A infecciosa Newcastle
n (AD (IBV) (NDV)
n % n % n %
s Fulica ardesiaca 10 - - - - 1 10
S Oxyura ferruginea 18 10 56 - - - -
Phalacrocorax
e 1 - - - - - -
brasilianus
Podicceps occipitalis 10 2 20 - - - -
% Anas georgica 2 - - - - - -
§ Ardea cinerea 5 - - - - - -
é Gallinula chloropus 2 - - - - - -
>‘f Fulica ardesiaca 28 - - - - - -
Oxyura ferruginea 3 - - - - - -
Phalacrocorax 28 - - 2 14 3 10
brasilianus
Podilymbus podiceps 5 - - - - - -
é Anas georgica 9 6 66 - - - -
S Fulica ardesiaca 14 1 7.0 - - - -
Oxyura ferruginea 4 1 2.5 - - 1 2.5

Cuadro 2. Presencia de anticuerpos séricos contra el virus de influenza aviar tipo A (Al) en
aves acuaticas silvestres de dos lagunas altoandinas del Ecuador

Influenza aviar

Sitio Especies tipo A
(%)
Laguna de Colta Pato rojizo andino (Oxyura ferruginea) 56% (10/18)
Zambullidor plateado (Podicceps occipitalis) 20% (2/10)
Laguna de Yambo Anade piquiamarillo (4nas georgica) 66% (6/9)
Focha andina (Fulica ardesiaca) 7% (1/14)
Pato rojizo andino (Oxyura ferruginea) 2.5% (1/4)
1288 Rev Inv Vet Perti 2019; 30(3): 1283-1291
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Cuadro 3. Titulos de anticuerpos determinados para la enfermedad de Newcastle (NDV) y
bronquitis aviar infecciosa (IBV) en aves acuaticas de tres lagunas altoandinas de

Ecuador
IHA ELISA-i
Sitio Especies Codigo! :
(NDV) (IBV)
Yahuarcocha Phalacrocorax brasilianus PHABRA-Y-02 16 1215
PHABRA-Y-09 - 1318
PHABRA-Y-13 1/16 -
PHABRA-Y-55 1/64 -
Yambo Oxyura ferruginea OXYFER-YB-55 1/16 -
Colta Fulica ardesiaca FULARD-COL-96 1/64 -

IHA: Inhibicion de hemaglutinacion; ELISA-i: ELISA indirecto; NDV: Newcastle; AIB; Bronquitis
infecciosa

Y PHABRA: Phalacrocorax brasilianus; OXYFER: Oxyura ferruginea; FULARD: Fulica ardesiaca; Y: Laguna
de Yahuarcocha; YB: Laguna de Yambo; COL: Laguna de Colta

el virus de Al del tipo A. Estudios previos
muestran que algunas de las especies de la
Familia Anatidae son reservorios de al me-
nos seis subtipos del virus de Al del mencio-
nado grupo (por ejemplo, Anas disrcors)
(Gonzalez-Reiche et al., 2012), y que facto-
res ecoldgicos asociados a los sitios de aglo-
meracion (aves migratorias principalmente)
pueden favorecer la transmision por efecto
de la densidad (Nallar et al., 2016). La pre-
sencia de la cerceta aliazul (Anas discors)
en la época de migracion en la laguna de
Yambo podria explicar en parte los resulta-
dos ya que esta especie es sensible a cuatro
serotipos de virus de Influenza A (Hanson et
al., 2005). Por otro lado, la cercania a una
explotacion avicola (~1 ha) ubicada a menos
de 500 m de la laguna podria ser un factor
determinante para la infeccion de los pollos
(Jeong et al., 2014); sin embargo, los estu-
dios de vigilancia activa, tanto en aves indus-
triales como de traspatio, en el Ecuador no
han detectado la IA, por lo que se considera
exotica en aves domésticas.
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En este estudio se observa que el fac-
tor migratorio del cormoran neotropical, asi
como la sensibilidad de las especies del gé-
nero Phalacrocorax a NDV y IBV podrian
representar un riesgo potencial de la trans-
mision de los virus de dichas enfermedades,
pese al bajo porcentaje de positividad encon-
trado. Los hallazgos de este estudio sugieren
la presencia de patdégenos virales de impor-
tancia zoonotica y clinica en cuatro especies
de aves silvestres.
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